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ABSTRACT 
Refractory pulmonary fibrosis is a progressive and fatal lung disease， Although the fibrosing 
mechanisms are not fuly understood， To identify differentially expressed bronchoalveolar lavage 
fluid (BALF) proteins on bleomycin-induced (BLM) mice compared to v巴hicle-treatedmice 
(negative control: NC) and idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) cases compar巴dto sarcoidosis 
cases， we performed proteomic approaches using shotgun proteomic analysis by liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry (LC/MS/MS)， Complement C3 and Serotransferrin 
expressions in BALF were significantly higher on BLM mice than those on NC， But these protein 
expressions in BALF were significantly lower on IPF cases than those on sarcoidosis cases. 
We performed immunohistochemical analyses of pulmonary complement C3 in 14 patients with 
refractory pulmonary fibrosis， including fibrotic non-specific interstitial pneumonia (n = 10)， IPF 
(n = 3) and chronic hypersensitivity pneumonitis (nニ1).The Kaplan-Meier method revealed 
that refractory pulmonary fibrosis patients with low expression of complement C3 (nニ 6)had a 
significantly poorer prognosis than those with high expression of complement C3 (n = 8). Th巴se
results indicat巴 thatexpr巴ssionlevel of complement C3 may have an important role in serious 
development of r巴fractorypulmonary fibrosis. (Accepted on January 30， 2013) 
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specific interstitial pneumonia 企-JSIP)は， IIPs 
のー型である非特異性間質性肺炎 (non-specific









































tissue growth factor : CTGF) ， トランスフォー
ミング成長因子 (transforminggrowth factor : 
TGF)-s，血小板由来成長因子 (platelet-derived


























































野生型C57BL/6Nマウス (CharlesRiver ]apan， 
Y okohama. ] apan) を，体重14.5gから15.0g前
後に成長させた後に以下の処置を施した BLM 
(ブレオ注身I用5mg. Nippon Kayaku， Tokyo， 
]apan) 1パイアルを，生理食塩水(生食)400μl 
で溶解し，この溶解液を浸透庄ポンプ (model
2001 Alza Pharmaceuticals. Palo Alto. CA 
USA) 1個につき200μi注入し， BLMマウス用ポ
ンプとした.ネガテイブコントロール (negative












た.回収したBALFは1.300rpm， 10 min， 4 Oc
で遠沈後， cel pelletをスライドグラス上に塗沫




































rpm， 10 min， 4 t )し，その上清500μlを回
収した.得られた上清500μlを限外ろ過カート
リッジ (AmiconUltra戸0.5ml 10 K， Millipore， 
Billerica， USA)を用いて，さらに遠心分離 (14，000
rpm， 15 min，室温)したろ液を廃棄し50mM
triethylammonium hydrogencarbonate solution 
(TEAB) (Wako， Osaka， Japan)を加え，遠心
分離 (14，000rpm， 15 min，室温)を行い，この
操作を4回繰り返した 限外ろ過カートリッジの
膜上に残ったタンパク質溶液約30μlを遠心分離











0.1 %ギ酸 (Wako，Osaka， J apan) を用いてpH
2.5から3.3に調整後，陽イオン交換カラム(ICAT
Cartridge-CationExchange : AB Sciex， Fost巴r
City， USA)を用いて精製し，得られた各lmlの
フラクションサンプル6種類を遠心濃縮機/低温











(QTRAP 5500， Applied Biosyst巴ms，Car!sbad， 
USA)によるショットガンプロテオーム解析を
行った 得られたデータを用いて， Protein Pilot 
























行い， 0.01 mol/lクエン酸緩衝液 (pH6.0)内
で92t，20分間のマイクロウェーブ処理にて抗
原を賦活した 1次抗体には， anti-Complement 
C3 antibody (LifeSpan BioSciences， mouse 
monoclonal， 10μg/ m¥)および、anti-Transferrin 
antibody (Acris Antibodies， mouse monoclonal， 
10μg/ m¥)， anti-Transferrin antibody (abcam， 












個体 ポンプ 解剖特 BALF 肺組織評価性別 挿入時 ポンプ挿入持 週齢 回収率番号 体重 からの日数
細胞分画(% ) Ashcroft score 
( g ) (日) (週) ( % ) M φ Lym Neu Eo ( AS) 
BLM1 ♂ 14.5 14 6 73 77.0 4.5 18.5 0.0 1.11 
BLM2 ♂ 14.7 18 7 77 80.0 13.0 7.0 0.0 2.14 
BLM3 r 14.5 33 9 83 85目。 9.5 5.5 0.0 3.42 
BLM4 ♂ 14.8 42 10 80 87.5 11.5 1.0 0.0 4.24 
BLM5 ♀ 14.4 11 6 80 81.5 5.5 13.0 0.0 0.98 
BLM6 ♀ 14.5 25 8 87 85.8 12.2 2.0 0.0 1.93 
BLM7 ♀ 15.0 17 7 58 23.3 72.7 4.0 0.0 3.20 
BLM8 ♀ 15.1 32 9 92 58.0 38.0 4.0 0.0 4.12 
b NCマウスの背景とBALF所見
ポンプ 解剖時個体 性別 挿入時 ポンプ挿入時 週齢 回収率番号 体重 からの日数
( g ) (日) (週) ( % ) 
NC1 ♂ 14.7 13 6 
NC2 r 14.3 18 7 
NC3 r 14.9 33 9 
NC4 ♂ 14.6 42 10 
NC5 ♀ 14.5 12 6 
NC6 ♀ 14.9 25 8 
NC7 ♀ 15.6 17 7 























細胞分画(% ) Ashcroft score 
Mφ Lym Neu Eo (AS) 
93.0 7.0 0.0 0.0 0.00 
95目5 4.0 0.5 0.0 0.00 
96.5 3.5 0.0 0.0 0.00 
100.0 0.0 0.0 0.0 0.00 
99.0 1.0 0.0 0.0 0.00 
97.0 3.0 0.0 0.0 0.00 
95.5 4.0 0.5 0.0 0.00 





















Lym Neu Eo 
6 11 0 
022 
4 9 10 
510 
338 
10 9 1 
%DLCO AaD02 I総細胞数
(%) (Torr) I(ザ 1m!) Mrt 
35.4 33.1 I 0.93 83 
64.9 0.8 I 5.70 96 
* 23.3 I 0.70 76 
38.5 12.0 I 1.41 94 
25.3 16.6 I * 86 

















































































































































NC1. BLM2 VS. NC2. BLM3 VS. NC3. BLM4 
VS. NC4) ， BLMマウスにおいて各々のペアであ
るNCマウスと比べて有意に高発現または低発現
しているタンパク質をすべて選別した.続いて
雌マウスの4対の比較を行い (BLM5VS. NC5， 
















NC2. BLM与NC3. BLM4-NC4. BLM5-NC5 








分画 (p= 0.128)， リンパ球分画 (pニ 0.053)， 









4BLMl、s.NCl， BLM2 VS. NC2， BLM呂、s.NC3， BIJ.直4、s，NC4 (ヒト症例)
IPFlvsサ症1，IPF2v$.サ症2，IPF3vs.サ症3，IPF4vs，サ症4，IPF5vs.サ症5，IPF6 vsサ症6
(マウス♀)

































Ig alpha-l chain C region 
Alpha-l-antit町p.m










雄ブレオマイシン (bleornycin: BLM)誘発肺線維症モデルマウス (BLMマウス)とネガテイブコントロ
ルー (n巴gativecontrol : NC)マウス (NCマウス)の気管支肺胞洗浄液 (bronchoalveolarlavage fluid : 




fibr百 is: IPF)症例とサルコイドーシス症(サ症)症例のBALFを使用し， IPFl vsサ症1，IPF2 vs.サ症




IPF2 vs.サ症2，IPF3 vsサ症3，IPF4 vs.サ症4， わらず肺線維症の重症化に関連するタンパク質で







































































































































示した (IPFlIサ症1: pニ 0.000，IPF51サ症5:p
= 0.000). 
相対発現量は各NCマウスと比較して有意に高
値であった (BLMI/NCl: p = 0.019， BLM21 
NC2 : p = 0.000， BLM3/NC3: p = 0.000， 
BLM4/NC4 : p = 0.000， BLM5/NC5: p = 0.000， 
BLM6/NC6 : p = 0.000， BLM7/NC7: p = 0.004， 





年齢 総合 生命生存期間 死因 喫煙歴 KL-6 AaD02 %VC %DLcc AS Complement 症例(歳)性別 診断 予後 (週) (U/m!) (To汀) (%) (%) α 
50 女 fNSIP 生存 287 nev巴r 278 10.8 90.2 68.7 7.3 陽性
2 58 女 fNSIP 死亡 399 AAA破裂 current 731 7.5 91.7 63.2 4.8 陰性
3 53 女 fNSIP 生存 381 current 8681 23.1 73.0 34.9 5.9 陽性
4 72 男 fNSIP 死亡 300 急性増悪 never 1358 9.0 117.8 71.5 6.4 陰性
5 64 女 fNSIP 生存 540 never 2697 32.4 60.9 41.4 6.1 陽性
6 64 男 IPF/UIP死亡 640 急性増悪 former 1100 21.7 95.8 39.3 5.2 陽性
7 75 男 fNSIP 死亡 119 急性増悪 n巴ver 2178 34.2 56.2 28.2 6.8 陰性
8 68 男 chronic HP 生存 254 n巴V巴r 1236 21.6 72.5 54.8 7.7 陽性
9 62 男 fNSIP 死亡 65 急性増悪 current 1614 26.8 63.8 6.6 陰性
10 62 男 企すSIP 死亡 104 急性増悪 never 1125 34.8 67.1 36.4 6.1 陽性
11 66 男 fNSIP 死亡 249 急性増悪 current 1700 18.6 78.1 43.7 5.3 陰性
12 50 男 IPF/UIP 生存 278 nev巴r 607 5.1 86.4 54.5 4.4 陽性
13 69 女 IPF/UIP 生存 167 never 774 13.5 61.1 42.4 7.5 陽性
14 42 女 fNSIP 生存 60 former 4280 8.3 67.5 48.5 5.2 陰性
' 症例9のDLcoは施行できず
企~SIP : fibrotic non-speci五cinterstitial pneumonia， IPF IUIP : idiopathic pulmonary五brosis/Usual interstitial pneumonia， 
HP : hypersensitivity pneumonitis 
AAA : abdominal aortic aneurysm (腹部大動脈癌)




BLM3， 4， 6， 7， 8において， Serotransferrinの
相対発現量はそれぞれNC3，4， 6， 7， 8と比較し
て有意に高値であった (BLM3/NC3: p = 0.000， 
BLM4/NC4 : p = 0.000， BLM6/NC6: p = 0.005， 
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Compl巴mentC3陽性例 (nニ 8)の平均生存期間は331.4週.Complement C3陰性例 (n= 6)の
平均生存期間は198.7週であった.log-rank法による解析の結果， Complement C3陰性例の予後は
Complement C3陽性例!と比較し有意に不良で、ある (p= 0.042). 
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